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Characterizationoftheimmunegenesinkoreanmandarinfish

Sinipercascherzeriinfectedwithmegalocytivirus

Ki-wonShin

DepartmentofAquaticLifeMedicine,TheGraduateschool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Infectiousspleen and kidney necrosisvirus(ISKNV),family Iridoviridae,

genusmegalocytivirusiscausativeagentofprovoking high mortality of

mandarinfishinChinaandhave attracted more attention because of their 

ecological and economic impacts on wild and cultured fishes. 

In thisstudy korean mandarin fish Sinipercascherzeriwhich issame

PercichthyidaefamilywithchinesemandarinfishSinipercachuatsiisused

to investigate the pathogenicity of ISKNV-like megalocytivirus,named

PGIV-1,isolatedfrom pearlgouramiinKoreaafterintraperitonealchallenge

withanalysisofthechangedimmunegenesexpression.

CumulativemortalitiesofS.scherzerichallengedwiththreedifferentdensity

ofPGIV-1infected kidney ofhomogenates,100㎍ fish
-1
,10㎍ fish

-1
,1㎍

fish
-1
werecalculated. Nomortalityisobservedinchallengedgroupwith

thelowestPGIV-1density,1㎍ fish-1 over30daysasthecontrolgroup

injected with PBS.However,other two challenged groups,density of

PGIV-1100㎍ fish
-1
and10㎍ fish

-1
showed100% mortality.
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Forcloningofimmunegenes,degeneratedprimersetsweredesignedafter

alignmentwiththecorrespondinggenesofchinesemandarinfishforPCR

amplification.Aftercloningofthetargetgenes,aminoacidsequenceswere

alsodeducedandcomparedwith

thoseinS.chuatsifrom chinatodeterminetheidentitywitheachother.

Real-timePCRisperformedtomeasuretheexpressionleveloftheimmune

genesinS.scherzeriaftervarioustimesofPGIV-1challenge.

Expressionofinterleukin8,IRF1,viperinandMxgeneswereup-regulated

significantly,whichiscontrasttotheexpressionofIRF2andIRF7genes

showing consistentexpression.
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Ⅰ.서론

Iridovirideafamily중 genusmegalocytivirus에 속하는 이리도바이러

스는 최근 자연산 어류 뿐 아니라 양식산 어류에 미치는 생태적,경제적

영향력 때문에 더욱 관심이 집중되고 있으며,그 종류 또한 지속적으로

늘어나고 있다(Fuetal.,2010).발생하는 숙주의 범위도 다양하여 red

seabream Pagrusmajor(Inouyeetal.,1992),rockbream Oplegnathus

fasciatus(Jung etal.,2000),sea bass Lateolabrax sp.(Jung etal.,

1997) 등을 포함한 해산어 뿐 아니라 tilapia Oreochromis

niloticus(Mcgrogan etal.,1998),african lampeye Aplocheilichthys

normani(Sudthongkong et al.,2001),dwarf gouramiColisa lalia

(Sudthongkongetal.,2001)등 담수어에서도 다양하게 보고되고 있다.

Infectious spleen and kidney nercosis virus(ISKNV)는 Iridoviridea

family,의 genusmegalocytovirus로 분류되는 많은 이리도바이러스 중

하나이며 (Chincharetal.,2005),중국의 mandarin fish Siniperca

chuatsi에 감염 될 경우 폐사율이 높게 나타나 mandarinfish의 양식에

큰 피해를 주는 원인체이다(Heetal.,2002).MandarinfishS.chuatsi뿐

만 아니라 다양한 담수어와 기수어에서 총 18 종류의 ISKNV-like

viruses검출이 보고된 바 가 있고(Nakajima& Kurita,2005),중국 또

는 태국에서 한국으로 수입되는 담수관상어인 펄 구라미 Trichogaster

leeri에서도 ISKNV-likevirus(PGIV-1)의 검출이 보고 된 바 있다

(Jeongetal.,2008).

우리나라에 서식하는 쏘가리 Sinipercascherzeri는 중국의 mandarin
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fishS.chuatsi와 같은 과에 속하는 육식 어종으로 살아있는 먹이만을 섭

식하는 습성 때문에 mandarinfish와는 달리 양식이 어렵고,자연포획에

대부분 의존하고 있기 때문에 내수면 어종 중에서도 그 희소가치가 높아

매우 고가로 취급되는 민물고기이다.Mandarinfish와는 달리 쏘가리의

경우 이리도바이러스에 의한 폐사가 현재까지 보고 된 바가 없지만,해

수에서 분리된 이리도바이러스를 담수어에 인위 감염시켰을 때(Donget

al.,2010),또는 담수에서 분리된 이리도바이러스를 해수어에 인위 감염

시켰을 때도 병원성을 유지한 연구결과와 해수와 담수에서 분리된 이리

도바이러스를 각각 담수와 해수에서 일정시간 배양 후 인위 감염시켰을

때도 그 병원성이 약화되거나 사라지지 않고 유지된다는 연구결과(Jeong

etal.,2008)로 미루어 볼 때,이리도바이러스가 환경적 변화에 매우 안

정적인 특징을 가진다는 것을 알 수 있다.또한 ISKNV-likevirus가 검

출된 어종의 범위가 매우 넓다는 점을 미루어 보면 우리나라 쏘가리에서

도 ISKNV-likevirus의 감염이 나타날 수 있는 가능성이 매우 높다고

사료된다.

이에 우리나라 쏘가리 S.scherzeri를 대상으로 우리나라로 수입된 담

수관상어인 펄 구라미 T. leeri에서 분리된 ISKNV-like virus인

PGIV-1(Jeongetal.,2008)을 인위 감염시켜 그 감염 가능성을 확인하

고자 하였다.또한 바이러스의 농도를 달리하여 인위 감염시킨 후 농도

별로 나타나는 폐사율의 차이를 분석하고자 하였다.

척추동물에 바이러스가 침입하였을 때 최초로 나타나는 방어기작은 선

천적 면역반응으로 특히 인터페론,interferon-inducedgenes(ISGs)과 실

질적인 세포성 면역기작의 매개로 활성화 된다(Verrieretal.,2011).바

이러스에 감염된 척추동물에서 분비되는 대표적인 항 바이러스성 사이토

카인인 인터페론은 바이러스 감염에 대한 숙주의 방어기작에 주된 역할
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을 하는데(B∅rreRobertsen,2006),이러한 인터페론의 자극에 의해 나

타나는 항 바이러스성 유전자인 ISGs는 현재까지 포유류에서만 200가지

이상의 종류가 밝혀져 있다(Deretal.,1998;WelshandSen,1997).

많은 ISGs중에서 몇몇은 인터페론의 반응기로 작용하는 반면,어떤 종

류는 항바이러스 작용을 가진다고 보고된 바 있다.그러나 대부분의 몇

몇 어류에서만 그 작용에 대해 보고되었을 뿐 대체적으로 어류의 ISGs

에 대한 정보가 부족한 실정이다(Verrieretal.,2011;Volff,2005).

경골어류에서 발견된 ISGs에는 viralhemorrhagicsepticemia(VHS)에

감염된 무지개송어 Oncorynchus mykiss(Boudinot et al., 1999;

O'Farrelletal.,2002)와 mandarinfishSinipercascherzeri에서 그 발

현이 보고되어진 vig1/viperin(Chenetal.,2010)과 무지개송어를 비롯한

여러 경골어류에서 발현하는 Mxprotein(TrobridgeandLeong,1995),

poly I:C stimulation또는 바이러스에 노출시켰을 경우 각각 atlantic

cod와 mandarinfish에서 그 발현이 보고된 interferonregulatoryfactor

family등이 대표적이다(Riseetal.,2008;Sunetal.,2007).각 ISGs의

특징을 간단히 기술하면 IRFfamily의 경우 인터페론의 신호 전달과 감

지에 관여하고,viperin과 Mxprotein은 세포내에서 분비가 되는 항 바

이러스성 단백질이다.이와 달리 인터루킨 8의 경우 척추동물의 비특이

적 면역반응에 관여하는데, 호중구를 염증부위로 이동시키는

pro-inflammatorychemokine으로 바이러스,세균 및 TNF-α 또는 인터

루킨 1β에 의해 발현양이 증가한다고 밝혀져 있다(Abdelkhaleketal.,

2009).

ISGs에 속하는 IRFfamily,viperin,Mxprotein과 비특이적 면역에 관

여하는 인터루킨 8은 그 활성기작과 역할에 차이가 있지만 바이러스 감

염시 경골어류에서 발현되는 면역유전자라는 공통적인 특징을 지닌다.
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본 연구에서는 ISGs와 인터루킨 8등의 면역유전자가 우리나라 쏘가

리에서 어떻게 발현되는지 알아보기 위하여 쏘가리의 면역유전자를 클로

닝 하였고,쏘가리에 이리도바이러스를 인위 감염 시켜 그 발현 특징을

분석하였다.Mandarinfish에서 클로닝 된 면역유전자의 부분 또는 전체

cDNA 염기서열로부터 재조합한 프라이머를 제작하여 쏘가리의 면역유

전자를 클로닝 하였고,염기서열 분석을 통해 쏘가리에서 발현되는 면역

유전자를 분석하여 mandarinfish의 것과 어느 정도 차이가 나타나는지

비교 하였다.

더불어 면역유전자의 경과 시간별,그리고 조직별 발현량을 측정하기

위해서 실시간 유전자 증폭법을 이용하였고,그 데이터는 상대적 mRNA

발현량으로 분석되었다.산출된 모든 값은 통계프로그램을 이용하여 그

유효성을 확인하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어

외관상으로 건강해 보이는 1년생 쏘가리 Sinipercascherzeri치어(어체

중 7.6±3g)를 25~26℃ 수온의 0.2톤 수조에서 일주일 이상 순치시킨 뒤

실험에 사용하였다.먹이는 하루에 한번 쏘가리 치어 1마리가 1~2마리의

물고기 치어를 섭식할 수 있는 양을 주었고,순치된 쏘가리 치어는 실험

에 따라 10~30마리 씩 80리터 사각 유리 수조에 수용되었고,은닉성 어

류임을 감안하여 외부적인 스트레스를 줄이기 위해 수조의 벽면을 가리

고,수조 내에 각각 PVC파이프 2~3개를 넣어주었다.

실험 전 쏘가리 치어의 이리도바이러스 감염 여부를 확인하기 위하여

비장 및 신장 조직을 적출하여 DNA를 분리 한 후,종 특이적인 프라이

머를 사용해 primaryPCR 과 nestedPCR을 실시하여 iridovirus-free

상태임을 확인하였다(Fig1,Table1).

2.바이러스 공격 실험

2-1.바이러스

바이러스는 펄 구라미 Trichogaster leeri에서 분리된 ISKNV-like

strain인 PGIV-1(Jeongetal.,2003)을 사용하였다.PGIV-1에 감염되어
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세포변성효과(CPE)가 나타난 cellline의 상징액을 어체중 16~17g정도 되

는 쏘가리에 복강 주사로 인위 감염시켜 폐사한 폐사체의 신장 조직을

적출하여 본 연구의 공격실험에 사용하였다.폐사체에서 이리도바이러스

감염여부를 확인하기 위해 이리도바이러스의 MCP부위에서 제작한 특이

적인 프라이머(Table1)를 사용하여 PCR을 실시하고,그 증폭산물을 전

기영동을 통해 확인하였다.

PGIV-1 감염 폐사체로부터 적출한 신장은 사용하기 전까지 -80℃

(ThermoscientificFORMA900series,USA)에 보관하였다.

2-2.ViralDNA의 분리

이리도바이러스 감염확인을 위해 쏘가리의 비장 및 신장 조직에서 이리

도바이러스의 viralDNA를 분리하였다.ViralDNA의 분리에는 상업적

으로 시판되는 DNessy
Ⓡ
Blood& TissueKit(QIAZEN)을 사용하여 제

조사의 상업적 설명서에 따라 분리를 실시하였고,elution단계에서 최종

volume이 50㎕가 되도록 totalnucleicacid를 분리하여 사용 전까지 -2

0℃에서 보관하였다.

2-3.PCR(Polymerasechainreaction)증폭

실험에 앞서 쏘가리 치어에서의 이리도바이러스의 임상적 감염 여부에

대하여 확인하기 위해 이리도바이러스의 ORF-2부위에서 특이적으로

제작한 프라이머를 이용하여 PrimaryPCR과 NestedPCR을 실시하였
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다.공격 실험 후 발생한 폐사체의 이리도바이러스 감염확인에는 이리도

바이러스의 MCP부위에서 제작된 프라이머를 사용하여 PCR을 실시하

였다(Table1).

2-3-1.PrimaryPCR증폭

PCR증폭은 DyadDisciplepeltierThermalCycler(Bio-RAD,USA)를

사용하여 실시하였다.PrimaryPCR은 0.2㎖ 마이크로튜브에 0.5μl의

genomicDNA,10 mM Tris–HCl(pH 8.3),50 mM KCl,1.5mM

MgCl2,0.001%(w/v)gelatin,0.5%Tween-20,dNTP각각 200μM,1μM

의 primary PCR 프라이머(Table 1)가 각각 포함되었고,1.25U의

AmpliTaq
®
DNA Polymerase(Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA)가 포함

된 reactionmixture50㎕를 기준으로 제작하였다.PCRcondition으로는

initialdenaturation과정을 95°C에서 3분 거치고,denaturation과정을

94℃ 에서 30초,annealing과정을 55°C에서 30초,그리고 72°C에서30초

간 extension 과정까지 1cycle로 하여 총 30cycles 돌린 후,final

extension 과정을 72°C에서 7분간 거쳤다.PCR 후 증폭 산물은

0.5×TAEbuffer(40mM Tris-acetate,1mM EDTA)를 전기영동을 위

한 완충액으로 사용하여 0.5㎍/㎕ EtBr(Ethidium Bromide)이 첨가된

1% agarosegel(Agarose-MolecularBiologygrade,Invitrogen,USA)상

에서 전기 영동한 후,geldocumentation system(AlphaImager
Ⓡ
HP,

MultiImagerⓇⅡ,AlphaInnotech)을 이용하여,전기영동 상에서 검출되

는 band의 길이를 확인하였다.



- 8 -

2-3-2.NestedPCR증폭

Nested PCR 증폭의 경우 primary PCR 증폭 산물 0.5㎕를 취하여,

template으로 사용하고 여기에 특이적으로 결합하도록 제작된 프라이머

를 사용한 것을 제외하고는 primaryPCR증폭 과정과 동일하게 실시했

다.증폭된 산물을 1% agarose gel전기영동을 통해 분석하였고,

primaryPCR의 증폭 산물과 동일한 방법으로 관찰하였다.

2-4.주사액의 준비

쏘가리 치어에 이리도바이러스를 인위감염 시키기 위한 주사액은

PGIV-1을 복강 주사하여 인위감염 시킨 쏘가리의 신장 조직을 이용하

여 제작하였다.PGIV-1에 감염되어 폐사한 쏘가리에서 신장을 적출한

후,phosphatebufferedsaline(PBS,0.1M,pH7.2)와 함께 1.5㎖ 마이크로

튜브에 넣고,pestle(Sigma-Aldrich,USA)을 이용해 균질화 한 뒤

3000×g에서 5분 동안 원심분리 하였다.원심분리 후 상징액은 0.45㎛

membrane을 이용하여 필터 멸균하였고,50㎕씩 분주하여 사용하기 전까

지 -80℃(ThermoscientificFORMA900series,USA)에서 보관하였다.

2-5.공격 실험

2-5-1.면역유전자의 발현 변화 측정을 위한 공격 실험

이리도바이러스에 감염되지 않은 쏘가리 치어 30마리에 어체 당
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PGIV-1감염 신장조직 1㎎을 복강주사 한 뒤(1㎎ fish
-1
),80리터 수조에

수용하면서 수온을 25~26℃로 유지했고,환수는 4~5일에 한번 씩 실시

하였다.대조군로는 쏘가리 치어에 phosphate buffered saline (PBS;

0.1M,pH7.2)을 0.1㎖씩 복강 주사한 것을 사용했고,수조 및 수온의 조

건을 동일하게 했다.위와 동일한 조건의 실험 군을 각각 이단반복 하였

다.

2-5-2.바이러스 농도별 누적폐사율 측정을 위한 공격 실험

바이러스 농도에 따른 폐사의 변화를 측정하기 위해 PGIV-1에 감염된

신장 조직의 양을 달리하여 공격 실험을 실시하였다.총 3개의 그룹으로

나누었으며,그룹별로 PGIV-1감염 신장조직을 각각 100㎍ fish
-1
,10㎍

fish
-1
,1㎍ fish

-1
의 양으로 복강 주사하였다.그룹별로 쏘가리 치어 10마

리 씩 수용되었고,수조 및 수온 조건은 위와 동일하게 주어졌다.복강

주사된 주사액별로 viralDNA를 분리한 뒤 PCR 증폭을 하여 band를

확인하였다.

3.누적 폐사율의 측정

실험이 진행되는 동안 발생한 모든 폐사체는 매일 수집되었고,폐사체

로부터 신장과 비장을 분리한 뒤 viralDNA를 분리하였다.이리도바이

러스의 감염여부는 PCR증폭을 통해 확인하였다.
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Fig 1. PCR to the total DNA from korean mandarin fish Siniperca 

scherzeri used in this study as healthy fish with the primer sets 

specific to ORF-2 gene of PGIV-1. (A) Primary PCR with 

KE1F/KE1R and (B) Nested PCR with KE2F/KE2R. Iridovirus positive 

control(Lanes 9, 10); M:100bp ladder
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Genomic 

region
Primers

Oligonucleotide 

sequence

(5' to 3' direction)

Expected 

size
Object Reference

ORF-2

KE1F AAATGGCTCTTTGGAGTGTC

939bp
Detection of

iridovirus in 

live 

S.scherzeri

Jeong et al. 

(2003)

KE1R AATCCATCGGTATTATG

KE2F GGGTCGCCTGGTATGTAC

554bp

KE2R CATCGAGGCACTCTTCGC

MCP

M5F CTGCGCATGCCAATCATC
Detection of

iridovirus in

dead 

S,scherzeri

In this study

M5R GCGATGGAGACCCACTTG

Table 1. Primersusedinthisstudy. 
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4.면역유전자 발현의 측정

4-1.바이러스 공격 후 0,1,4,10일째 시료채취 실시

PGIV-1공격 실험을 한 뒤 0일째,1일째,4일째,10일째에 면역유전자

의 발현량을 측정하기 위해 시료채취를 실시하였다.바이러스 공격하기

전의 개체를 3마리 시료채취 하여 0일째 시료로 설정하였고,1,4,10일

째에는 PGIV-1공격그룹과 PBS를 복강 주사한 대조군에서 각각 3마리

씩 시료를 채취 하였다.시료채취 된 개체를 MS-222200ppm에서 마취

시킨 뒤,신장,비장,간을 각각 분리하였다.분리된 신장,비장,간은

RANlater
TM
(RNA StabilizationReagent,QIAGEN,Germany)에 4℃에

1일,-20℃에 1일 동안 반응시킨 뒤 사용하기 전까지 -80℃에 보관하였

다.

4-2.TotalRNA 분리

RANlater
TM
(RNA StabilizationReagent,QIAZEN)에서 사용 전까지

보관했던 각 그룹의 신장,비장,간으로 부터 totalRNA를 분리하기 위

해 상업적으로 시판되는 RNeasy
Ⓡ
MiniKit(QIAGEN,Germany)를 사용

하였다.

각 장기가 들어있는 1.5㎖ 마이크로튜브에 β-mercaptoethanol이 포함된

Lysisbuffer를 넣고,pestle(Sigma-Aldrich,USA)을 이용해 균질화 시
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킨 다음,상업적 설명서에 따라 분리하였고,최종 elution volume은

20~30㎕이 되도록 하였다.

4-3.RT-PCR실시

분리한 totalRNA로부터 cDNA를 합성하기 위해 상업적으로 시판되는

SuperScript™ IIReverseTranscriptase(invitrogen,USA)을 사용하여

RT-PCR을 실시하였다.0.2㎖ 마이크로튜브에 totalRNA 1㎍,각각

10mM 농도의 dNTs1㎕,random 프라이머 1㎕,DEPC water를 넣고,

65℃에서 5분간 반응시킨 후,5XFirst-StrandBuffer4㎕,0.1M DTT2

㎕를 넣고,25℃에서 2분간 반응시켰다.최종적으로 SuperScript™ II

ReverseTranscriptase(invitrogen,USA)0.5㎕를 넣고,42℃에서 50분,

75℃에서 15분간 반응시킨 후,사용하기 전까지 -20℃에서 보관하였다.

4-4.클로닝

4-4-1.Degenerated프라이머 제작 및 PCR증폭

쏘가리에서 발현하는 면역유전자를 클로닝하기 위해 Genebank에 등록

되어 있는 mandarinfishSinipercachuatsi의 면역유전자의 전체 또는

부분 ORF부위(Table2)로부터 degenerated프라이머를 제작하고,PCR

을 실시하였다(Table3).

PCR을 통해 증폭된 산물을 전기 영동하여 band를 확인하고,그 band
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를 분리하기 위해 elution과정을 거쳤다.Elution과정에서 상업적으로 시

판되는 ExpinGelSV(GeneAll,SouthKorea)를 사용하였고,분리는 상

업적 설명서에 따라 실시하였다.

4-4-2.부분 유전자의 결정

Degenerated 프라이머를 제작하여 PCR 증폭한 뒤 증폭된 산물을

elution후 sequencing을 하였다.Sequencing후 DNA 염기서열의 길이

가 Real-time을 위한 프라이머 제작에 충분하지 않은 경우 RACE-PCR

을 실시하였다. RACE-PCR에는 CapFishingTM Full-length cDNA

PremixKit(Seegene,USA)를 사용하였다.상업적 방법에 따라 프라이머

(Table3)를 제작한 뒤 RACE-PCR을 실시하고,그 산물을 elution한 뒤

seqeuncing하고 면역유전자의 부분 유전자를 최종적으로 결정하였다.
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Immune genes
Amino 

acid
Source

GeneBnak

accession no.
Reference

IRF1 301 S.chuatsi AAV65042.1 Sun et al.(2007)

IRF2 291 ABJ09546.1 Sun et al.(2006)

IRF7 433 AAV65045.1 Sun et al.(2007)

Mx protein 626 AAQ91382.1 Unpublished

IL-8 113 AAY79282.2 Unpublished

Beta actin 176 AAW77932.1 Unpublished

GAPDH 335 ADH 43627 Unpublished

13s rRNA 106 AAY79230.1 Unpublished

Viperin 347 S.scherzeri ABO48456.1 Unpublished

Table 2. Complete orpartialORF sequences ofimmune genes

expressinmandarinfishSinipercachuatsifordesigningdegenerated

primerstoanalysispartialgenomesequencesofkorean mandarin

fishSinipercascherzeri
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Immune 

genes
Primers

Oligonucleotide 

sequence

(5' to 3' direction)

Object Reference

IRF1
KmIRF 1F AATGGGCCATCCACACA

Cloning

In this 

strudy

KmIRF 1R TTCACTCCACTGGCTCCCTG

IRF2

KmIRF 2F CTGGGACCTGGAGAAAGATG
Cloning

KmIRF 2R CCCGGTCCCATGTAACTAAC

IRF2-3GSP GCTCCGCTCTTCATGAGATGGG 3' RACE

IRF7
KmIRF 7F ATTCCGGGCATGGGCAGTAG

Cloning
KmIRF7R GGCAGCTTTCTTGGGTCT

Mx protein
KmMx F ACGGCCTTCACTCAGGATGC

Cloning
KmMx R GGTATGCTCGGGCCTTCA

Beta actin

KmB 1F CCACAGCCGAGAGGGAAATC
Cloning

KmB 1R TGGAAGGTGGACAGAGAG

Ba-3GSP CTGGACTTCGAGCAGGAGATGG 3' RACE

Table 3. Primersusedforcloningofimmunegenesexpressinkorean

mandarinfish(Sinipercascherzeri).
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5.면역유전자의 발현량 분석

5-1.프라이머 제작

PCR증폭 및 RACE-PCR에서 얻은 쏘가리의 면역유전자의 부분 유전자

으로부터 Real-timePCR용 프라이머 세트를 제작하였다.프라이머 세트

제작에는 Primerexpress3.0프로그램을 사용했다(Table4).

5-2.면역유전자의 실시간 유전자 증폭(Real-timePCR)실시

0,1,4,10일째에 각각 3마리씩 시료 채취한 쏘가리의 신장,비장,간에

서 totalRNA를 분리하고,이를 이용해 cDNA를 합성하여 면역유전자

발현량 측정을 위한 real-time PCR 증폭의 template으로 사용했다.

Real-timePCR 증폭에는 QuantiTect
Ⓡ
SYBR

Ⓡ
Green PCR Kit와

7500RealtimePCRSystem (AppliedBiosystem,USA)을 사용하였다.

총 volume 25㎕의 mixture에는 HotStarTaq
Ⓡ
DNA polymerase,

QuantiTectSYBR GreenPCR buffer(Tris-Cl,KCl,(NH4)2SO4,5mM

MgCl2,pH8.7),dNTPmix,SYBRGreen1dye,10pmol프라이머(Table

4)각각 1㎕,1㎍의 cDNA,DEPCwater가 포함되었다.Real-timePCR

증폭은 Holdingstage에서 95℃,10분간 반응한 후에 95℃에서 15초,5

5℃에서 15초,72℃,33초간 반응하였고,이를 40cycles 반복하였다.

Meltingcurvestage는 95℃에서 15초,60℃에서 1분,95℃에서 30초,6
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0℃에서 15초로 설정하여 meltingcurve를 측정하였다.Real-timePCR

1회 운행시 96wellPCRplate에는 0,1,4,10일째 채취한 시료의 cDNA

가 1개의 plate내에 모두 포함되도록 설정하였고,면역유전자 및 장기별

로 plate를 구분지어서 real-timePCR을 실시하였다.채취한 쏘가리 3마

리의 장기에서 각각 합성된 3개의 cDNA를 1㎕씩 덜어내어 균질하게 섞

은 다음,그것을 real-timePCR에 사용할 template으로 사용하였다.대

조군은 PGIV-1그룹과 동일하게 시료채취 날짜별로 real-timePCR증

폭하였다.Internalcontrol유전자에 대한 각 면역유전자 mRNA의 상대

적 발현량을 계산하기 위하여 0일째 시료 채취한 쏘가리 그룹을

referencesample로 설정하고,2-ΔΔCT method를 사용하여 데이터 값을

산출했다.

5-2-1.Internalcontrol유전자의 결정

일반적으로 널리 사용되는 endogenousgene들을 비교하고,본 연구에

사용할 유전자를 결정하기 위하여 mandarin fish의 Glyceraldehyde

3-phosphatedehydrogenase(GAPDH),13sRNA ,betaactin의 유전자로

부터 프라이머를 제작하여,real-timePCR을 실시하였다.프라이머 제작

에는 primerexpress3.0을 사용하였다(Table4).

Real-timePCR 증폭시 template으로는 쏘가리 치어의 Liver에서 분리

한 totalRNA를 사용하여 합성한 cDNA를 사용하였다.Real-timePCR

condition은 위에 기술한 것과 동일하게 실시하였다.
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Immune 

gene
Primers

Oligonucleotide 

sequence

(5' to 3' direction)

Source Reference

IRF1

RT-IRF1 F CAGAGCAGCAAGATTTCCCATT

S.scherzeri
In this 

strudy

RT-IRF1 R CCCCGATCTCAACTGACAAAG

IRF2

RT-IRF2 F TGAAGTGACCACAGAGAACGAAGA

RT-IRF2 R GAAGACACGGGAGAGATTTGGA

IRF7

RT-IRF7 F CTGACAAGGCCAGGTGGAA

RT-IRF7 R TTCTATCATCTTGAAGCGCACGTA

Mx 

protein

RT-Mx F AGATCCCACTGGTGATCCGCTAC

RT-Mx R AAGCACCTGCATCATCTCCC

IL-8

RT-IL8 F TGGAGATTGTTGTCACCCTAAAGA

RT-IL8 R GAGGTTTTCTGTTTGATGATGTTAGC

Viperin

RT-Vip F TCCAGTGTCTGCTGATTGACG

RT-Vip R ATGACGAACCTCTCTGCCTCTC

Beta actin

RT-actin F GCTCCATCCTGGCCTCTCTGT

RT-actin R GGGCCGGACTCATCGTACTC

GAPDH

RT-GAP F CCTCCTGCACCACCAACTG

RT-GAP R GAGCCTCCTCAATGCCAAAG

13S rRNA
RT-13S F CCCTCTCAGATTGGTGTGATTC

RT-13S R AGGATCTTGTTGCCAGTGACG

Table 4. Primers used forreal-time PCR to analysis the relative

immunegenesexpressionlevel.
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6.통계학적 분석

Real-timePCR증폭을 통해 측정된 데이터로부터 2
-ΔΔCT

method를 이

용하여 면역유전자 mRNA의 상대적 발현량을 산출한 다음,각 결과에서

나타나는 값의 차이에 대한 유효성을 증명하기 위해 통계학적 분석을 실

시하였다.통계 프로그램에는 SPSS(StatisticalPackagefortheSocial

Sciences)를 사용하였다.PBS와 PGIV-1를 복강 주사한 그룹간의 데이

터 차이에 대한 유효성 증명을 위해서는 T-test를 사용했고,시료채취

시기별 데이터 분석에는 Duncan'smultiplerangetest에 의한 one-way

ANOVA 방식을 사용하였다.데이터 값의 차이가 유효한 경우(P<0.05)

기호 및 문자로 표시하였다.
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Ⅲ.결 과

1.이리도바이러스 감염에 의한 누적폐사율의 측정

이리도바이러스 농도에 따른 쏘가리의 누적폐사율 차이를 알아보기 위

해 PGIV-1에 감염된 쏘가리 신장조직의 양을 달리하여 쏘가리 치어에

복강 주사하였다.면역유전자의 발현량 변화를 측정하기 위한 실험군을

포함하여 총 4개의 실험군으로 나누어 측정하였는데,실험군별로 어체

당 1㎎,100㎍,10㎍,1㎍의 PGIV-1감염조직을 마쇄하여 복강 주사하였

고,대조군에는 PBS를 복강 주사하였다.

면역유전자의 발현량 변화 측정을 위해 PGIV-1감염조직을 어체 당 1

㎎의 농도로 복강 주사한 실험군의 경우 이단 반복하여 실시하였다.그

결과 이단 반복한 실험군들 모두 거의 유사한 시기인 10일~11일부터 폐

사가 나타나기 시작하여 13일~14일 정도 지나자 폐사율이 60%이상으로

나타났고,17일~19일째 되는 시기에 100% 폐사하였다(Fig2).

PGIV-1감염조직의 양을 달리하여 복강 주사하였을 때 누적 폐사율에

어떤 변화가 생기는지 알아보기 위해 마쇄한 PGIV-1감염조직을 각각

어체 당 100㎍,10㎍,1㎍의 양으로 주입되도록 PBS를 이용해 단계 희석

한 후 쏘가리 치어 10마리에 복강 주사하였다.단계 희석한 감염조직 마

쇄액에서 viralDNA를 분리한 뒤 PCR증폭(Table1)을 하여 전기 영동

상에서 나타나는 농도 차이를 육안으로 확인하였다(Fig3).

어체 당 100㎍와 10㎍의 PGIV-1감염조직을 복강 주사한 실험군의 경

우 어체 당 1㎎의 감염조직을 복강 주사한 실험군과 유사하게 주입 후
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11~12일째 되는 시기부터 폐사가 나타나기 시작하였다.반면 어체 당 감

염조직 100㎍과 10㎍을 복강 주사한 실험군의 경우 폐사가 나타나기 시

작한 시점은 어체 당 1㎎의 감염조직을 복강 주사한 실험군과 유사했으

나,100% 폐사에 도달하기까지 소요되는 시간이 더 오래 걸렸다.

또한 어체 당 PGIV-1감염조직 10㎍을 복강 주사한 실험군의 경우 이

보다 PGIV-1감염조직의 양이 10배 많은 어체 당 100㎍을 복강 주사한

실험군에 비해 폐사가 더 천천히 나타나는 것을 관찰 할 수 있었다.가

장 적은 양인 어체 당 1㎍의 PGIV-1감염조직을 복강 주사한 실험군의

경우 PBS를 복강 주사한 대조군과 동일하게 30일 이상 폐사가 나타나지

않는 것을 관찰 할 수 있었다(Fig4).

바이러스에 의한 폐사여부를 확인하기 위하여 폐사한 쏘가리 치어의 신

장과 비장을 적출하여,viralDNA를 분리한 뒤 PCR을 실시하였고,

PGIV-1의 감염에 의해 폐사한 것을 전기영동 상에서 확인 할 수 있었

다.



- 23 -

Day

0 10 20 30

C
u

m
u

la
ti
v
e
 m

o
rt

a
li
ty

(%
)

0

20

40

60

80

100

PGIV-1

PGIV-1(Duplicate)

Control

Fig 2. Cumulative mortality of korean mandarin fish juvenile 

Siniperca scherzeri after i.p injected with homogenate of PGIV-1 

infected kidney(1㎎ fish-1).

●, ○:PGIV-1 challanged groups(Duplicated); ▼:Control group
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M 1 2 3 4 5 M

Fig 3. 1.5% agarose gel eletrophoresis of 3 different 

density of PGIV-1 infected kidney homogenate. 

Lane1:1㎎ ㎖
-1;Lane 2: 100㎍ ㎖-1;Lane 3: 10㎍ ㎖

-1;Lane 

4: Positive control;Lane 5: Negative control ;Lane M: 

100bp DNA ladder
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Fig 4. Cumulative mortalities in 3 different groups i.p injected 

with 3 different densities of PGIV-1 infected kidney homogenate. 
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2.쏘가리에서 발현하는 면역유전자의 클로닝

mandarin fish Siniperca chuatsi의 면역유전자의 부분 또는 전체

cDNA 염기서열을 바탕으로 쏘가리에서 발현하는 면역유전자의 부분

cDNA를 클로닝 하였다.면역유전자를 클로닝하기 위해 mandarinfish에

서 나타나는 Interferonregulatoryfactor1(IRF1),Interferonregulatory

factor2(IRF2),Interferonregulatoryfactor7(IRF7),Interferoninduced

protein인 Mxprotein의 cDNA 염기서열로부터 degenerated프라이머를

제작하여 PCR을 실시하였다.PCR증폭 후 전기영동 상에서 band를 확

인하고,그 band를 elution하여 directsequencing을 실시하였다.Direct

sequencing결과는 blasting을 통해 해당 면역유전자가 맞는지 확인하였

다.Blasting을 통해 확인이 된 쏘가리의 면역유전자는 real-timePCR에

사용 할 프라이머를 제작하는데 사용하였고,그 중 Interferonragulatory

factor2는 RACE-PCR과정을 거친 뒤 생성된 cDNA 염기서열을 사용해

real-time용 프라이머를 제작하였다.

클로닝한 쏘가리의 면역유전자의 cDNA의 길이는 각각 IRF1이 267bp,

IRF2579bp,IRF7831bp,Mxprotein201bp였다.클로닝된 cDNA 염기

서열은 GeneBank에 쏘가리의 부분 cDNA로 각각 등록하였다(Table5).
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Table5.Accessionnumbersofregisteredpartialgenomesofimmune

genesexpressinkoreanmandarinfishS.scherzeri.

Immune genes Amino acid GeneBnak Accession No. Organism

IRF1 89 JN859505

S.scherzeri

IRF2 193 JN859506

IRF7 276 JN859507

Mx protein 66 JN859508

Beta actin 131 JN859504
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3.쏘가리에서 발현되는 면역유전자의 부분 아미노산

서열의 특성

쏘가리 S.scherzeri에서 발현되는 IRF1,IRF2,IRF7,Mxprotein을 클

로닝한 뒤 아미노산 서열을 결정하였다.결정된 쏘가리의 면역유전자의

아미노산 서열은 mandarinfishS.cuatsi의 것과 비교하여 그 차이를 분

석하였다(Fig5).

쏘가리에서 발현되는 IRF1은 mandarinfish에서 발현되는 IRF1의 153

번째부터 261번째의 아미노산과 일치하였다.그 중에서 쏘가리의 아미노

산은 mandarinfish의 158~130번째,176번째 아미노산과 차이가 났다.

IRF2는 mandarinfish의 176번째,237번째의 아미노산 서열을 제외한

46~238번째 아미노산과 일치하였다.IRF7는 mandarinfish의 30~306번째

아미노산과 일치했다.클로닝한 면역유전자 중에서 쏘가리의 것과 가장

많은 차이를 보였는데,mandarinfish의 35~39번째,211번째,300~305번

째 아미노산서열에서 차이가 나타났다.Mx protein의 경우 mandarin

fish의 544~610번째까지의 아미노산서열과 일치했지만,545번째의 아미노

산이 쏘가리에서는 삭제된 것을 관찰하였고,각각 547,577,608~609번째

아미노산과 차이를 보였다.
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Fig 5. Continued



- 30 -

Fig 5. Deduced ISGs amino acid sequences in korean mandarin fish 

Siniperca scherzeri and chinese mandarin fish Siniperca chuatsi.

Different amino acids in korean mandarin fish are marked with grey 

color.
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4.Intermalcontrol유전자의 결정

쏘가리 면역유전자의 상대적 발현량을 산출하기 위하여 endogenous

gene을 결정하였다.Housekeepinggenes중에서 beta-actin,GAPDH,

13S ribosomalRNA를 선택하였고,이들 중 하나를 선택하기 위하여

mandarin fish의 beta-actin,GAPDH,13S ribosomalRNA 유전자

(Table2)로부터 real-time용 프라이머 세트(Table5)를 제작하고,이를

이용하여 쏘가리의 beta-actin,GAPDH,13SribosomalRNA 유전자를

실시간으로 증폭하여 그 유효성을 측정하였다.

정상 쏘가리의 간으로부터 분리한 totalRNA를 이용하여 cDNA를 합

성한 뒤 이것을 template으로 사용하여 각 priemrs별로 3단 반복하여

real-timePCR을 실시했다.

Real-time PCR한 결과 CT값의 크기가 beta-actin,13S ribosomal

RNA,GAPDH 순서로 측정되었다.Beta-actin의 발현이 18cycles부터

제일 먼저 나타났고, GAPDH가 24 cycles부터 발현이 나타났다.

Peal-timePCR마지막 단계에서 meltingpoint를 측정하여 제작된 프라

이머에 이상이 없음을 확인하였다.

CT 값과 meltingcurve,3단 반복한 시료 사이의 variation등을 고려하

여 최종적으로 사용할 intermalcontrolgene으로 beta-actin을 선택하였

다(Fig6).
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(a)

(b)

Fig 6. Determination of internal control for analysis of relative 

immune gene expression in S.scherzeri . (A) Amplification plots of 

three internal control genes. (B) Melting curves of each 

endogenous genes.
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5.면역유전자 발현량 분석

5-1.쏘가리 면역유전자의 basallevel

이리도바이러스에 감염되기 전의 쏘가리에서는 일반적으로 어느 정도의

면역유전자가 발현되어있는지를 알아보기 위해 쏘가리의 신장,비장,간

에서 totalRNA를 분리하여 cDNA합성한 다음,real-timePCR을 실시

하고,normal쏘가리의 면역유전자 CT값과 internalcontrolCT값의 차이

인 ΔCT 값을 산출하여 면역유전자의 발현 정도를 조직별로 비교하였다

(Table6,Fig7).

쏘가리의 면역유전자는 일반적인 상태에서 IRF1을 제외하고 신장에서

그 발현정도가 높게 나타났고,간과 비장에서는 유사하게 나타났다.

IRF1은 간에서 그 발현정도가 가장 높게 나타났다.면역유전자 중에서

는 비특이적 면역에 관여하는 인터루킨 8이 일반적인 상태에서 가장 높

게 발현되어 있는 것을 관찰할 수 있었다.
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Immune related protein Tissue  ΔCT value

Interferon

induced protein

(ISGs)

IRF1

Kidney 7.94

Liver 8.66

Spleen 6.24

IRF2

Kidney 8.65

Liver 7.63

Spleen 7.21

IRF7

Kidney 9.09

Liver 6.64

Spleen 7.23

Mx protein

Kidney 7.29

Liver 5.99

Spleen 5.22

Viperin

Kidney 7.11

Liver 5.90

Spleen 5.13

Inflammatory 

protein
Interleukin 8

Kidney 14.95

Liver 15.48

Spleen 12.82

Table 6. ΔCT values of immune related proteins of S.sherzeri 

in Basal levels.
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5-2.쏘가리 면역유전자의 발현 분석

5-2-1.IRF1

PGIV-1인위 감염 후 1일째에 신장과 비장에서 대조군보다 IRF1의 발

현이 조금 줄어드는 현상을 보였으나,10일째가 되자 0일째에 비해 약

2~2.5배 정도로 현저히 증가한 것을 관찰할 수 있었다.

간에서는 0일째의 발현량에 비해 인위 감염 1일째와 4일째에 점차 증가

하다가 10일째에 그 발현량이 0일째보다 4.5배로 급격히 증가하였다(Fig

8).

5-2-2.IRF2

신장,비장,간에서 모두 인위 감염 1일째에 대조군의 것에 비해 IRF2

의 발현량이 낮게 나타났다.간에서는 인위 감염 1일째에 IRF2의 발현량

이 감소하였는데,이러한 현상은 4일째까지 유사한 양으로 유지되다가

10일째에는 더 감소하는 결과를 보였다.그러나 신장과 비장에서는 인위

감염 1일째에 잠시 그 양이 줄었으나 4일째 다시 증가하는 현상이 나타

났다가 양적이 차이는 다소 있었으나 공통적으로 10일째 감소하는 경향

을 보였다.IRF2의 경우 그 발현량이 증가한 경우가 나타났지만,양적으

로 0일째보다 낮은 양인 것을 관찰 할 수 있었다(Fig9).

5-2-3.IRF7

IRF7의 경우 감소와 증가의 패턴이 IRF2와 매우 유사하게 나타난 것을
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관찰 할 수 있었다.모두 대조군의 발현량에 비해 낮은 양이었지만,신장

과 비장에서 4일째 증가하였다가 10일째 다시 감소하는 패턴을 보였고,

간에서는 1일째부터 감소하기 시작하여 4일째에도 지속적으로 감소하는

것이 관찰되었다(Fig10).

5-2-4.Mxprotein

Mxprotein은 분석된 면역유전자 중 발현량이 증가한 시기가 가장 다

양하게 나타났다.신장,간에서는 공통적으로 인위 감염 1일째에 발현량

이 줄어드는 것이 관찰되었지만 비장의 경우 1일째부터 발현량의 증가를

보였다.신장의 경우 감염 1일째에 잠시 감소하였다가 4,10일째에 대조

군에 비해 발현량이 증가하였다.간의 경우 4일째 증가가 나타나기 시작

하여 10일째까지 유지되는 것을 관찰 할 수 있었다.비장에서는 1일째부

터 그 발현량이 증가하기 시작하여 4일째까지 증가되다가 10일째에 발현

량이 감소하는 것이 관찰되었다(Fig11).

5-2-5.Viperin

PGIV-1인위 감염 1일째에 신장,비장,간에서 모두 발현량이 감소하

였으나 신장과 비장의 경우 감염 4일째부터 증가하기 시작하여 10일째에

발현량이 최고치로 나타났다.그러나 10일째 신장과 비장에서 나타난 최

고 수치는 0일째의 쏘가리에서 발현되는 양과 유사하였다.

간에서는 4일째까지 감소하는 형태가 나타나다가 10일째에는 0일째에

비하여 3.5배 정도로 그 발현량이 급격히 증가하는 것을 관찰 할 수 있

었다(Fig12).
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5-2-6.인터루킨 8

인터루킨 8은 신장과 비장에서 유사한 패턴이 관찰되었는데,인위 감염

1일째에서 4일째까지 감소하는 형태를 보이다가 10일째에는 그 양이 각

각 신장에서는 10배가,비장에서는 8배로 급격히 증가하는 양상을 보였

다.반면 간에서는 1일째까지 별 다른 변화가 없다가 4일째,10일째에 발

현량이 증가하는 것을 볼 수 있었으나 이는 모두 0일째의 발현량 보다

낮은 수준으로 관찰 되었다(Fig13).
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Ⅳ.고 찰

ISKNV는 1994와 1999년도 사이에 빈번히 발생하기 시작하여 (Wuet

al.,1997;Heetal.,1998;ZhangandLi,1999;Fangetal.,2000)현재

까지 중국의 mandarinfishSinipercachuatsi양식에 심각한 피해를 일

으키는 원인체이다.Megalocytivirus에 속하는 ISKNV는 숙주의 범위가

광범위할 뿐 아니라 환경적인 요소에 대한 영향을 덜 받기 때문에 해수

어와 담수어를 포함한 다양한 어종에서 발견되고 있다 (Jeongetal.,

2008;Fuetal.,2011).

본 연구에서는 광범위한 숙주범위와 환경변화에 대한 높은 적응력을 가

지고 있는 ISKNV strain중에서 펄 구라미에서 분리된 PGIV-1을 이용

하여 중국에서 ISKNV의 감염에 의한 피해가 심각하게 나타나는

mandarinfishSinipercachuatsi와 동일한 familyPercichthyidae에 속하

는 우리나라의 대표적인 담수어종인 쏘가리 Sinipercascherzeri에 인위

감염시켜 그 감염 가능성에 대해 확인하고자 하였다.또한 바이러스 감

염에 의해 활성화되는 쏘가리의 면역시스템에 대한 정보를 얻기 위하여

쏘가리에서 발현되는 IFN-inducedgenes(ISGs)와 초기 염증반응에 관여

하는 인터루킨 8-likeprotein등의 면역유전자를 클로닝하여 단백질 서

열을 분석한 뒤,mandarinfishS.cuatsi의 것과 비교하였고,감염 후 경

과시간에 따른 면역유전자의 발현량을 조직별,면역유전자별로 비교․분

석하였다.

쏘가리 S.scherzeir에서의 이리도바이러스의 감염가능성을 알아보기 위

한 누적폐사율 측정실험을 실시한 결과,PGIV-1를 복강주사하고 10일에
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서 11일째 되는 날부터 폐사하기 시작하여 일주일 이내에 100% 폐사가

나타나는 것을 확인 할 수 있었는데,ISKNV의 인위 감염실험의 경우

zebrafish Danio rerio와 spotted green puffer fish Tetraodon

nigroviridis를 대상으로 시도된 바 있다.그 결과 zebrafish에서만 임상

적 증상이 나타나면서 감염 9일째 100% 폐사가 나타났다고 보고되어지

고(Zuetal.,2008),이와는 달리 spottedgreenpufferfish에서는 감염

4일째에 비장에서 이리도바이러스 감염의 대표적인 특징인 이형비대세포

가 관찰되었으나 14일째에 정상적인 세포로 돌아오는 것이 관찰되었고,

폐사는 전혀 나타나지 않았다고 보고된다(Zuetal..,2010).Rockbream

Oplegnathusfasciatus의 경우 본 연구에서 사용된 바이러스와 동일한

담수관상어에서 분리한 ISKNV-likevirus인 PGIV-1를 인위 감염시키

자 인위 감염 9일째부터 폐사가 나타나기 시작하여 하루 또는 이틀 사이

에 100% 폐사가 관찰된 연구결과가 있다(Jeongetal.,2008).그러나 동

일한 바이러스인 PGIV-1에 감염된 펄 구라미의 경우 폐사가 10일째부

터 나타나기 시작하여 100% 폐사까지 9일 정도가 소요되었다고 보고되

는데(Jeongetal.,2008),이는 쏘가리에서 나타나는 폐사의 유형과 유사

한 것으로 확인되었다.그러므로 ISKNV-likevirus에 인위 감염된 담수

어 또는 해수어 몇몇에서 나타나는 폐사율과 쏘가리에서 나타나는 폐사

율을 비교했을 때 펄 구라미의 폐사율과 가장 유사한 것을 알 수 있었

다.PGIV-1이 분리된 펄 구라미에서 나타나는 폐사율과 폐사가 시작되

는 시기 및 진행 속도가 매우 유사한 것으로 보아 이리도바이러스의 숙

주에 대한 감수성과 증식속도가 펄 구라미와 쏘가리에서 유사한 것으로

해석이 된다.

농도별 폐사율 측정 실험에서는 PGIV-1에 감염되어 폐사가 나타난 쏘

가리 신장조직의 마쇄액을 단계희석 하여 각각 100㎍ fish
-1
,10㎍ fish

-1
,
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1㎍ fish
-1
의 농도로 복강 주사하고,그룹별로 쏘가리에서 나타나는 폐

사율 변화를 관찰하고자 하였다.

어체 당 PGIV-1에 감염된 신장조직 100㎍을 인위 복강 주사한 그룹에

비해 10㎍ 그룹의 경우 그 폐사 속도가 점점 늦어지는 유형을 보였으나,

100% 폐사에 도달하는 속도에서만 차이를 보이고 PGIV-1감염 신장조

직 1㎍이 복강 주사된 그룹을 제외한 모든 그룹에서 100% 폐사가 나타

났다.가장 적은 양의 PGIV-1감염조직이 주입된 1㎍ fish
-1
그룹에서는

PBS그룹과 동일하게 30일 이상이 될 때까지 아무런 폐사도 나타나지 않

았다.이를 미루어 볼 때 쏘가리에서 나타나는 PGIV-1의 감염과 폐사하

는 속도는 감염되는 바이러스 농도의 영향을 크게 받고,일정한 농도 이

하의 경우 바이러스가 침입하여도 쏘가리에서 감염 및 폐사를 나타내지

않는다는 사실을 알 수 있었다.

쏘가리에서 PGIV-1의 인위 감염에 대한 가능성을 확인한 뒤 이러한

이리도바이러스에 감염되었을 때 쏘가리에서 나타나는 면역유전자 발현

에 대해서 분석하였다.경골어류에 바이러스가 침입하면 활성화되는 최

초의 방어기작으로는 인터페론과 이러한 인터페론에 의해 자극되어 나타

나는 interferon-inducedgenes(ISGs)에 의한 것이 대표적이다(EloiRet

al.,2011).대표적인 ISGs에는 인터페론의 분비를 감지하는 역할을 하는

interferonregulatoryfactors(IRFs),IFN의 자극에 의해 세포에서 분비

되는 항 바이러스성 단백질인 viperin과 Mxprotein등이 있다.이러한

면역유전자들은 여러 종류의 경골어류에서 그 발현이 확인되었지만,전

체 척추동물에 속하는 종에서 거의 절반을 차지하는 경골어류 종의 수를

고려하면 아직까지 그 면역유전자들에 대한 정보가 많이 부족한 실정이

다.이에 초기 항 바이러스성 면역반응에 관여하는 면역유전자들이 쏘가

리에서 어떠한 특성으로 발현하는지 알아보기 위해 쏘가리에 이리도바이
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러스를 인위 감염시키고,시간 경과에 따른 조직별 IRFs(IRF1,IRF2,

IRF7),Mxprotein,viperin,인터루킨 8의 발현량과 발현유형을 분석하

였다.

먼저 쏘가리에 발현하는 면역유전자를 클로닝 하기 위해 mandarinfish

S.chuatsi의 ORF부분으로부터 degenerated 프라이머를 제작하여 PCR

증폭 후,염기서열을 분석하였다.염기서열 분석을 실시한 결과 쏘가리에

서 나타난 면역유전자 IRF1 267bp,IRF2 579bp,IRF7 831bp,Mx

protein201bp,Beta-actin486bp의 부분 염기서열을 얻을 수 있었다.위

의 면역유전자의 염기서열로부터 아미노산서열을 분석한 뒤 종별로 나타

나는 차이를 확인하기 위해 쏘가리의 것과 mandarifish의 아미노산 서

열을 비교하였다.그 결과 쏘가리에서 발현되는 IRF1는 mandarinfish

에서 발현되는 IRF1의 158~160번째,176번째 아미노산과 차이가 났고,

IRF2는 mandarinfish의 176번째,237번째의 아미노산 서열과 차이를 보

였다.클로닝한 면역유전자 중에서 쏘가리에서 가장 많은 차이가 나타난

IRF7은 mandarinfish의 35~39번째,211번째,300~305번째 아미노산서열

에서 차이가 나타났다.Mxprotein의 경우 mandarinfish의 545번째의

아미노산이 쏘가리에서는 삭제된 것을 관찰할 수 있었고,각각 547,577,

608~609번째 아미노산과 차이를 보였다.

결론적으로 IRF1,IRF2,IRF7,Mxprotein그리고 viperin의 아미노산

서열의 비교를 통해 본 연구에서 밝혀진 쏘가리에서 발현하는 면역유전

자의 부분 cDNA의 염기서열이 mandarinfish에서 발현되는 것과 부분

적으로 차이가 나타나는 것을 확인 할 수 있었다.그러나 mandarinfish

와 쏘가리 사이에서 나타나는 차이 뿐 아니라 다른 어종에서 발현되는

면역유전자들과의 계통학적 분석을 하기 위해서 쏘가리에서 발현되는 면

역유전자의 전체 염기서열 및 아미노산서열의 분석이 추가적으로 필요하
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다고 사료된다.

쏘가리 S.scherzeri에서 나타나는 면역유전자의 발현 특성을 분석하기

위해 먼저 쏘가리에 발현하는 IRF1,IRF2,IRF7,Mxprotein,viperin,

인터루킨 8의 basalexpressionlevel을 확인한 결과 IRF2,IRF7,Mx

protein,viperin은 신장에서의 발현정도가 가장 높게 나타났고,반면 인

터루킨 8과 IRF1은 간에서 그 발현 정도가 높게 나타났다.그리고 초기

염증반응에 관여하는 인터루킨 8의 양이 ISGs보다 월등히 많이 발현해

있다는 사실을 확인 할 수 있었다.뿐 만 아니라 이리도바이러스 주입

후 경과시간에 따른 면역유전자 발현량을 측정한 결과 간에서는 4일째

에,신장과 비장에서는 10일째에 그 발현량이 증가하는 것을 관할 할 수

있었고,10일째에 신장과 비장에서 발현된 양은 0일째에 비해 각각 10배

와 8배 정도 증가한 것을 확인 할 수 있었다.반면 간에서는 4일째 증가

한 양이 10일째까지 유지되는 형태를 보였으며,급격한 증가는 관찰 되

지 않았다.이와 같이 쏘가리에서 관찰된 인터루킨 8의 급격한 증가는

viralhaemorrhagicsepticemaivirus(VHS)에 감염된 oliveflounder에서

도 유사하게 나타나는 것으로 보고되고 있다(Avunjeetal.,2011).인터

루킨 8은 포유류에서 나타나는 chemokine중에서 최초로 발견된 것으로

염증반응 중 호중구의 이동에 관여하며(Baggiolinietal.,1989),경골어

류에서도 면역자극제나 감염에 의한 호중구의 이동시키는 역할을 한다고

보고되고 있다(Huisingetal.,2003;Stakauskasetal.,2007).경골어류

중에서는 rainbow trout와 catfish(Laingetal.,2002;Chenetal.,2005)

에서 그 특성이 규명된 바 있는 인터루킨 8은 건강한 세포에서는 그 발

현이 좀처럼 확인되지 않지만,TNF-α,박테리아,바이러스 등 여러 종

류의 자극에 대해 그 반응이 매우 급격하게 나타나기 때문에 10~100배

정도 그 양적 차이가 나기도한다고 보고되고 있다(Nevienetal.,2009).
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결론적으로 쏘가리의 경우 발현되어있는 인터루킨 8의 정도가 월등히

높았다는 결과와 각 조직,특히 신장과 비장에서 10일째 그 발현양이 급

격히 증가한 사실로 미루어 볼 때 쏘가리에서도 다른 경골어류와 마찬가

지로 인터루킨 8이 바이러스 침입시 방어역할을 한다는 사실을 확인할

수 있었고,쏘가리에서는 다른 ISGs에 비해 인터루킨 8의 발현량이 월등

히 높게 나타난 점을 미루어 볼 때 인터루킨 8의 항 바이러스성 활성이

가장 활발하게 나타나는 것을 알 수 있었다.

쏘가리에 발현되는 ISGs중에서 IRF1,IRF2그리고 IRF7에 대한 발현

량 변화를을 분석한 결과,3가지의 interferonregulatotyfactor중 IRF1

의 발현량이 가장 특징적으로 나타났다.쏘가리에서 IRF1의 기본적인 발

현정도는 간,신장,비장 순서로 높게 나타났는데,이는 비장,신장,간의

순서로 높게 나타난 mandarinfish의 발현양상과는 다른 결과였다(Sun

etal.,2007).그러나 계통학적으로 mandarinfish와 24%의 상동성을

띠면서 largeyellow croakerPseudosciaenacrocea에서 발현되는 IRF1

의 발현양상(Yaoetal.,2010)과는 유사하게 나타난 것으로 미루어 볼

때 동일한 종이라 할지라도 그 기본적인 면역유전자의 발현량이 조직별

로 차이가 나타나는 것을 알 수 있었다.PGIV-1주입 후 시간경과에 따

른 IRF1의 변화는 10일째 가장 두드러지게 증가하는 것을 관찰 할 수

있었다.이것은 모든 조직에서 공통적으로 나타났는데,0일째에 비해 증

가한 발현량은 2~2,5배가 증가한 비장에 비해 4~4.5배가 증가한 간과 신

장에서 가장 높게 나타났다.

바이러스의 침입이나 IFNs,pro-inflammatory클로닝s에 의해 발현되

는 IRF1는 그 발현량이 증가함으로써 사이토카인의 활성을 증가시키고

결과적으로 사이토카인이 효과적으로 바이러스침입에 대해 효과적으로

방어하도록 하는 필수적인 요소라고 보고되고 있다(Haradaetal.,1989;
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Kimuraetal.,1994).이를 미루어 볼 때 쏘가리에서 IRF1의 발현이 높

게 나타난 현상은 결과적으로 바이러스 침입에 효과적으로 방어하기 위

해 인터루킨 8의 양을 특징적으로 증가시키는 상호작용이 나타난 것으로

해석된다.IRF2와 IRF7의 경우 발현하는 양상이 유사하게 나타났다.

IRF2와 IRF7모두 어떤 조직에서도 특징적인 증가는 관찰할 수 없었지

만,1일,4일,10일째에 지속적으로 발현하는 것을 관찰 할 수 있었다.

일반적으로 IRF2는 IFNs과 ISGs를 활성화시키는 IRF1과 반대로 활성

을 억제하는 길항작용을 하는 것으로 알려져 있다(Baojianetal.,2006).

그러므로 쏘가리에 바이러스 주입시 발현량이 특징적으로 증가된 IRF1

에 비해 두드러진 발현량의 변화가 관찰되지 않은 IRF2는 서로 길항작

용에 의해 나타난 결과로 사료된다.반면 IRF7의 경우 zebrafish와

orange-spottedgrouper에서 그 발현량이 각각 바이러스 주입 후 3일째

증가했다고 보고되고 있지만(Xiangetal.,2010;Cuietal.,2010),쏘가

리에서는 특징적인 증가현상 없이 지속적으로 발현하는 것을 관찰 할 수

있었다.Viperin의 발현양상은 IRF1과 매우 유사하게 나타났다.10일째에

모든 조직에서 공통적으로 발현량이 증가하였는데,특히 간에서는 0일째

에 비해 3.5배 정도가 증가한 것을 관찰 할 수 있었다.IRF1과 마찬가지

로 신장과 비장에서 0일째 대비해 발현량의 증가가 나타나기는 했으나,

간에서 발현된 양에 비해서는 매우 적은 양이었다.Viperin과 IRF1의 유

사한 발현양상은 척추동물에서 viperin의 발현이 IRF1의 발현을 유도한

다는 연구결과(Stirnweiss.,2010)로 미루어 봤을 때 이와 동일한 현상이

쏘가리의 항 바이러스성 방어기작에서도 나타나는 것으로 사료된다.뿐

만 아니라 척추동물에서 IRF1과 viperin의 발현이 cytokine의 활성을 야

기 시킨다는 연구결과(Haradaetal.,1989,Ayalaetal.,1992)를 미루어

볼 때 쏘가리의 IRF1,viperin,인터루킨 8의 발현량 증가 시기가 동일하
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다는 점에서 척추동물에서 나타나는 면역유전자간의 상호작용이 쏘가리

에서도 나타난다는 것을 확인 할 수 있었다.

반면 이리도바이러스 주입 후 10일째에 특징적인 발현량의 증가를 보인

IRF1,인터루킨 8,viperin과는 달리 Mxprotein의 경우 신장과 간에서 4

일째부터 증가를 보이면서 그러한 양상이 10일째까지 유지되는 것을 관

찰 할 수 있었다.그러나 비장에서는 1일째부터 발현량이 증가하기 시작

하여 4일째까지 유지되다가 10일째에 감소하는 양상을 보였다.경골어류

의 Mxprotein의 3가지 isoform인 Mx1,Mx2그리고 Mx3가 밝혀져 있

으며 흥미롭게도 바이러스 또는 poly(I:C)를 주입한 무지개 송어와 돔류

에서 Mxprotein의 isoform임에도 불구하고 조직별로 그 발현양상이 틀

리게 나타난다고 보고되고 있다(Tafallaetal.,2007;Fernandez-Trujillo

etal.,2011).본 연구에서 분석된 Mxprtoein의 경우에도 조직별로 발현

되는 양상이 다르게 나타난 것으로 미루어 볼 때 쏘가리에서 발현된

Mxprotein의 isoform의 규명에 대한 연구가 추가적으로 필요하다고 사

료된다.

결론적으로 쏘가리에 이리도바이러스 주입시 발현되는 면역유전자 중에

서 IRF1,인터루킨 8,viperin이 어체 내에서 발생하는 상호작용에 의해

발현하는 양상이 유사하게 나타났고, Mxprotein의 경우 그 발현량이

조직별로 차이는 보였다.반면 IRF2와 IRF7의 경우 특징적인 증가는

관찰되지 않았으나,바이러스 주입 후 지속적으로 발현이 유지되는 것을

관찰 할 수 있었다.

본 연구는 쏘가리를 대상으로 이리도바이러스의 인위 감염 여부와 그에

따른 누적폐사율을 분석하고,이리도바이러스 주입에 따른 면역유전자의

발현 특성에 대해 분석한 최초의 연구로 본 연구에서 실시한 쏘가리의

면역유전자 발현에 대한 결과는 아직까지 알려지지 않은 쏘가리 면역시
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스템에 관련한 정보를 제공할 수 있을 것이라 기대하며,더 나아서 쏘가

리에서 발현되는 면역유전자의 전체 아미노산 서열의 규명과 계통학적

분석 뿐 아니라 기존의 경골어류에서 밝혀진 다른 면역유전자의 클로닝

에 대한 연구가 필요하다고 사료된다.
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V.요약

Family Iridovoridae, genus megalocytiirus에 속하는 infectious

necrosisvirus(ISKNV)는 중국의 mandarin fish에서 발생하여 심각한

피해를 입히는 원인체로 자연산 어류 뿐 아니라 양식산 어류에 미치는

생태적,경제적 영향력 때문에 더욱 관심이 집중되고 있다.ISKNV는 감

염되는 숙주 범위가 매우 광범위하여 해수 뿐 아니라 담수에 서식하는

다양한 종에서 분리되고 있고,그 strain의 종류도 계속해서 늘어나고 있

다.우리나라에서도 싱가폴 또는 중국에서 수입된 담수관상어인 pearl

gouramiTricogasterleeri에서 새로운 ISKNV-likevirus가 최초로 분

리되었고,rockbream Oplegnathusfasciatus에서의 교차감염 실험에서

그 병원성이 해수어에서도 유지된다는 사실이 밝혀졌다.

이에 중국의 mandarinfishSinipercachuatsi와 동일한 Percichthyidae

family인 우리나라의 쏘가리에 pearlgourami에서 분리된 ISKNV-like

virus인 PGIV-1을 인위 감염시켜서 폐사가 나타나는지 확인하였고,

PGIV-1를 인위 감염시킨 쏘가리에서 발현하는 면역유전자의 발현 특성

을 분석하였다.

PGIV-1를 100㎍ fish
-1
,10㎍ fish

-1
,로 복강 주사한 뒤 폐사율을 측정

하였다.저농도로 PGIV-1을 인위감염 시킨 그룹에서는 고농도의 그룹보

다 폐사가 시작되는 시기가 비교적 천천히 나타는 경향을 보였으나 결국

에는 모든 그룹에서 100% 폐사가 나타났다.1㎍ fish
-1
의 농도로 인위

감염시킨 그룹과 대조군에서는 30일이 지나도록 폐사가 나타나지 않았

다.
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Mandarinfish의 면역유전자에서 degenerated프라이머를 제작하여 쏘

가리에서 발현하는 면역유전자를 클로닝 하고 madarinfish와의 아미노

산 서열과 비교한 결과 몇몇 아미노산에서 차이를 보였지만,대체적으로

유사하게 나타났다.

PGIV-1인위 감염 후 0,1,4,10일째에 나타나는 면역유전자의 상대

적 발현량을 산출하기 위해 real-timePCR을 실시하였다.어류에서 나타

나는 항 바이러스성 물질인 interferon-inducedgenes(ISGs)중에서 IRF1,

IRF2,IRF7,Mxprotein,viperin과 인터루킨 8의 발현량을 PGIV-1인위

감염 후 각각 0,1,4,10일째에 측정하였다.0일째의 발현량과 비교해서

10일째에 인터루킨 8은 10배,IRF1은 2.5배,viperin에서는3.5배정도가 인

위 감염 후 증가한 것으로 나타났고,IRF2와 IRF7,Mxprotein의 경우

비교적 발현량이 비교적 낮았지만 지속적으로 나타난 것을 알 수 있었

다.
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